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Предложен новый вариант иммуноанализа с помощью амперометрического иммунофермен- 
тного сенсора для определения антигена фитопатогенного гриба Phoma betae с целью выявле­
ния грибковых заболеваний растений. Подобраны наилучшие условия функционирования раз­
работанного сенсора. Проведено определение антигена Phoma betae в образцах корнеплодов и 
семян, показана возможность использования предлагаемого метода для раннего выявления гриб­
ковых заболеваний.
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Проблема контроля качества пищевой продук­
ции за последние годы приобрела еще большую 
актуальность. Это связано не только с загрязне­
нием окружающей среды вследствие хозяйствен­
ной деятельности человека, результатом чего яв­
ляется присутствие в пищевых продуктах пести­
цидов. пол иароматических углеводородов, диок­
синов и т.п.. но и со значительным расширением 
крута потенциально опасных веществ. Последние 
десятилетия ознаменовались значительным ро­
стом количества аллергических заболеваний. 
Одной из причин этого является неблагоприят­
ная экологическая обстановка и, как следствие, 
ухудшение здоровья населения в целом.
Фитопатогенный гриб Phoma betae является 
одной из главных причин потерь сельскохозяй-
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ственной продукции при хранении. Заражение 
этим грибком вызывает поражение корней всхо­
дов свеклы, пятнистость листьев и сухую гниль 
корнеплодов свеклы, что приводит к снижению 
вкусовых и товарных качеств сельскохозяйствен­
ной продукции [ 1 ]. Помимо этого, употребление в 
пищу зараженных корнеплодов может привести 
к появлению аллергических заболеваний, пред­
ставляющих наибольшую опасность для детей в 
возрасте до 10 лет. Первоначально возникая как 
пищевая аллергия, это заболевание переходит в 
сенсибилизацию к грибковому аллергену (анти­
гену Phoma betae). вызывая появление различных 
аллергических реакций при контакте с ним [2].
Поскольку явные признаки заболевания про­
являются на всходах и корнеплодах лишь спустя
2-3 недели после зараж ения, эффективность 
применения фунгицидов снижается. Инфекция 
прогрессирует при влажной и теплой погоде и со­
храняется в зараженных семенах, что приводит 
к ее дальнейшему распространению.
Контроль качества сельскохозяйственной про­
дукции. используемой для непосредственного 
употребления и переработки, является достаточ­
но сложной задачей. Для ее решения в последние 
годы помимо традиционных методов с успехом 
применяют различные биосенсоры [3]. Исполь­
зование разных вариантов иммуноанализа яв­
ляется одним из наиболее перспективных спосо­
бов выявления бактериального и грибкового за­
грязнения пищевых продуктов. Помимо ставше­
го уже традиционным твердофазного иммуно- 
ферментного анализа, основанного на методах 
спектрофотометрии [4] и введении радиоактив­
ных или флуоресцентных меток в один из компо­
нентов биоспецифического взаимодействия, 
большого интереса заслуживает также разработ­
ка иммуносенсоров - аналитических устройств, 
включающих биологически чувствительный эле­
мент, в качестве которого выступают антитела 
или антигены, тесно связанный или интегриро­
ванный с физическим преобразователем.
Перспективность использования иммуносен­
соров показана на примерах определения раз­
личных фармпрепаратов [5.6]. антигенов [7.8]. а 
также бактерий [9-11]. Такие сенсоры сочетают 
преимущества высокочувствительной электрохи­
мической детекции аналитического сигнала со 
специфичностью действия как ферментов, так и 
иммунологической реакции.
Целью данной работы является разработка 
амперометрического иммуноферментного сенсо­
ра для определения антигена РІюта betae (PhB). 
оценка его аналитических возможностей и прак­
тического использования для выявления грибко­
вого заболевания в растительных образцах.
Экспериментальная часть
Работа выполнена на осциллографическом 
полярографе ПО-5122 модели 03 с ячейкой, тер­
мостатированной при 25±0.2°С с помощью тер­
мостата ТС-50. Рабочим электродом служил им- 
муноферментный сенсор (НФС), состоящий из 
стационарного ртутно-пленочного электрода с 
серебряной подложкой с диаметром рабочей по­
верхности 0.5 мм и биочувствительной части. 
Последняя содержит совместно иммобилизован­
ные фермент холинэстеразу и антитела (Ат) про­
тив PhB в различных разведениях. В качестве 
электрода сравнения использовали насыщ ен­
ный каломельный электрод. Растворенный кис­
лород удаляли током электролитически генери­
рованного водорода.
Применяли препараты бутирилхолинэстера- 
зы (ХЭ). полученные из сыворотки крови лошади 
(КФ 3.1.1.8). изготовленные Пермским НИИ вак­
цин и сывороток, с активностью 70 АЕ/мг. В ка­
честве субстрата ХЭ использовали перекристал- 
лизованный бутирилтиохолин иодид (БТХИ), ра­
створ которого готовили по точной навеске. Из­
мерения проводили в боратном (pH 9.05 ± 0.05) и 
аммиачном (pH 9-10) буферных растворах, при­
готовленных из препаратов марки “ХЧ" и *‘ЧДА’\  
Для получения биочувствительной части ИФС 
использовали нитрат целлюлозы типа коллокси­
лин. органические растворители (бутилацетат. 
толуол, гексан) марки *‘хч" и 25 % раствор глута- 
рового альдегида фирмы “Reanar.
Использовали раствор соли Со(ІІ) с концентра­
цией 4* 10 4 М. исходную концентрацию его опре­
деляли комплексонометрическим титрованием.
Применяли антиген PhB (Аг) и Ат против PhB. 
полученные в лаборатории грибковых аллергенов 
Казанского НИИ эпидемиологии и микробиоло­
гии. Ar PhB получен методом водно-солевой экст­
ракции высушенного этанолом мицелия гриба с 
последующим фракционированием этанолом по 
оригинальной методике, разработанной в лабора­
тории грибковых аллергенов Казанского НИИ эпи­
демиологии и микробиологии. Поликлональные Ат 
получены методом ступенчатой иммунизации.
Концентрации исходных водных растворов Аг 
и Ат определяли спектрофотометрически при тем­
пературе 25° С и I = 280 нм. Концентрация анти­
тел в разведении 1:10 составляла 0.12 мг/мл. Ис­
ходная концентрация антигена PhB-  1.1 мг/мл.
Для получения биочувствительной части ИФС 
нитрат целлюлозы растворяли в смеси органи­
ческих растворителей (толуол и бутилацетат). 
добавляли водный раствор ХЭ и Ат в различных 
разведениях (1 :10. 1:20. 1:50). После перемеши­
вания добавляли глутаровый альдегид и несколь­
ко капель гексана. Из этой смеси на стеклянной 
поверхности чашки Петри получали пленку, ко­
торую высушивали в потоке воздуха. Готовые 
пленки хранили в холодильнике при температу­
ре 4°С. В работе использовали пленки площадью 
7.95 ± 0.5 см2. Перед использованием таких пле­
нок в иммуноанализе их помещали на 30 минут 
при комнатной температуре в водный раствор 
бычьего сывороточного альбумина для предотв­
ращ ения неспецифического связывания и бло­
кирования активных участков глутарового аль­
дегида. Удельную активность иммобилизован-
нойхолинэстеразы (ИХЭ) определяли по количе­
ству продукта, выделившегося в ходе фермента­
тивной реакции в присутствии или в отсутствие 
эффектора за единицу времени в расчете на квад­
ратный сантиметр рабочей поверхности биочув- 
ствительной части.
Подготовку рабочей поверхности электрода 
осуществляли, как описано в работе [12].
Результаты и их обсуждение
Биочувствительная часть разработанного 
иммуноферментного сенсора для определения Аг 
PhB включает в себя иммобилизованные Ат про­
тив PhB в различных разведениях и иммобили­
зованную ХЭ (ИХЭ). Установлено, что введение 
антител в состав биочувствительной части не­
значительно сказывается на удельной катали­
тической активности ИХЭ. Величина удельной 
активности фермента в отсутствие иммобилизо­
ванных Ат составляла 13.8 ± 0.3. а в их присут­
ствии 14.9 ±0.5 мМ /мин.см2.
Прочность удерживания Ат в матрице проверя­
ли по наличию или отсутствию каталитических 
волн выделения водорода, которые наблюдаются 
на стационарном ртутно-пленочном электроде с 
серебряной подложкой в аммиачном буферном 
растворе в присутствии солей Со(ІІ) и белка при 
потенциале -1.4 + - 1.5 В [ 13.14]. Для этого биочув- 
ствительную часть НФС выдерживали при пере­
мешивании в воде в течение 15-20 минут, добавля­
ли раствор соли Со (И) и аммиачный буфер и реги­
стрировали вольтамперограмму. Данная электро­
химическая реакция достаточна чувствительна и 
позволяет определять до 1 • 10 10 моль/л соединений 
белковой природы. Отсутствие волны каталити­
ческого выделения водорода в этом случае свиде­
тельствует о том. что используемый способ иммо­
билизации позволяет прочно связать ХЭ и Ат про­
тив PhBс матрицей из нитрата целлюлозы.
В основе предлагаемого варианта иммунофер­
ментного анализа с использованием ИФС лежит 
реакция образования иммунного комплекса Ат- 
Аг на поверхности биочувствительной части сен­
сора с оценкой степени этого взаимодействия по 
величине аналитического сигнала. В качестве 
аналитического сигнала служила высота катод­
ного пика при потенциале -0.55 В. который отве­
чает электрохимическому процессу восстановле­
ния продукта реакции тиола (R2SH). образующе­
муся в результате катализируемого ХЭ гидроли­
за специфических серосодержащих субстратов, 
с материалом электрода - ртутью [15]:
ХЭ
R1C0SR2+H20  - R 1COOH+HSR2.
где R': -С2Н5, -С3Н7, -С4Н9, R2: -(CH2)2N*(CH3)3I:
Величина аналитического сигнала зависит от 
многих факторов: используемой фермент-суб- 
стратной системы, концентрации субстрата, pH 
раствора, активности ИХЭ [7,12], наличия в р а­
створе эффекторов фермента [16]. начального 
потенциала поляризации [17].
При отсутствии в растворе Ar PhB, но в присут­
ствии ИФС происходит обычный гидролиз спе­
цифичного субстрата ХЭ (см.уравнение и рису­
нок, кривую I). При введении в исследуемый ра­
створ Аг PhB происходит его связывание со спе­
цифическими антителами, иммобилизованны­
ми в матрицу из нитрата целлюлозы с образова­
нием иммунного комплекса Ат-Аг. Изменение 
высоты катодного пика при потенциале -0 .55  В 
наблюдается только при добавлении в исследуе­
мый раствор Ar PhB. т.е. именно образующийся 
иммунный комплекс Ат-Аг выполняет в данном 
случае роль эффектора ИХЭ. не действуя на дру­
гие компоненты биоспецифического взаимодей­
ствия (см.рисунок, кривые 2. 3, 4).
Осцилловольтамперограммы: 1 - растворов БТХИ 
с концентрацией 1 10 3 моль/л на фоне боратного буферного 
раствора с pH 9.05 в присутствии ИФС ; (2-4) - то же самое, 
но в присутствии антигена Phoma betae при использовании 
различных разведений антител для получения 
биочувствительной части ИФС: 2 - 1:10 ; 3 - 1:50 и 4 - 1:20
Установлено, что в зависимости от условий 
иммунный комплекс оказывает различное по 
величине действие на ИХЭ. В присутствии опре­
деленных концентраций Ат и Аг PhB наблюдает­
ся увеличение аналитического сигнала, по срав­
нению с контрольным опытом в отсутствие Аг 
PhB. т.е. образование иммунного комплекса при­
водит к увеличению каталитической активнос­
ти ИХЭ. Величина этого эффекта зависит от кон­
центрации антител, используемых для получе­
ния биочувствительной части сенсора, а также 
pH и концентрации субстрата.
Для выбора оптимальных условий проведения 
иммунохимического анализа представляло ин­
терес определить значения кинетических пара­
метров кажущихся констант Михаэлиса и мак­
симальных скоростей ферментативной реакции 
гидролиза БТХИ, лежащей в основе действия
Таблица 1
Кинетические параметры ферментативной реакции при концентрации субстрата 2*1 О*3 М и разведении антител 1:20
ИФС для определения антигена PhB. Значения 
кинетических параметров ферментативной реак­
ции при различных pH раствора и концентрациях 
субстрата в присутствии и в отсутствие различных 
концентраций Аг представлены в табл. 1 и 2.
pH Сд,, мг/мл ѴгпЮ7, мг/мл с Кт(каж)-10\ мг/мл Вид эффекта
8.7 0 3,6±0,4 25,1 ±0.9
5 106 3,8±0,5 8,3±0,7 Двухпараметрически согласованная 
активация
5 10 е 4,0±0,4 78,1 ±1,5 Двухпараметрически рассогласованная 
активация
5-10'° 3,8±0,4 21,4±0,3 Двухпараметрически согласованная 
активация
9.05 0 3,8±0,4 21,7±1,2
5-1 O'6 3,8±0,3 9,6±0,8 Ассоциативная активация
5-10-« 3,8±0,5 1б;з±о,5
5-10'10 3,8±0,4 6,1±0,4
9.4 0 3,5±0,3 22,7±1,3
5-1 O’6 3,6±0,4 4,5±0,3 Двухпараметрически согласованная 
активация
510 е 3,8±0,5 33,3±0,4 Двухпараметрически рассогласованная 
активация
5Ю '° 3,4±0,3 5,5±0,3 Псевдоактивация
Таблица 2
Кинетические параметры ферментативной реакции при pH 9.05 и разведении антител 1:20
Cs, М Сд., мг/мл Ѵт-107, мг/млс К т(каж )Ю \ мг/мл Вид эффекта
0 3,5±0,5 50,7±1,5
1 Ю-3 5 10 е 3,9±0,4 13,2±0,9 Двухпараметрически
5 10 е 3,6±0,3 47,9±1,8 согласованная активация
5 10-’° 3,8±0,5 15,1±0,8
0 3,8±0,4 21,7±1,2
2 103 5 10 е 3,8±0,3 9,6±0,8 Ассоциативная активация
5 10 е 3,8±0,5 16,3±0,5
5*10'10 3,8±0,4 6,1 ±0,4
Полученные данные позволяют выбрать опти­
мальную концентрацию субстрата (БГГХИ) 1 • 10 3 М 
и pH 9.05 для проведения иммунохимического 
определения Аг Р/гВ. Двухпараметрически согла­
сованная активация, наблюдаемая при этих ус­
ловиях, характеризуется увеличением макси­
мальной скорости и усилением связывания фер­
мента с субстратом в присутствии иммунного 
комплекса антитело-антиген. Наблюдаемая при 
использовании более высокой концентрации суб­
страта ассоциативная активация, для которой 
характерно усиление прочности связывания 
фермента с субстратом при постоянстве макси­
мальной скорости, является менее предпочти­
тельной с точки зрения аналитических характе­
ристик регистрируемого сигнала. Т&ким образом, 
использование концентрации субстрата 1 • 10 3 М 
и pH 9.05 позволяет получить наибольший по ве­
личине аналитический сигнал при максималь­
ной каталитической активности ИХЭ.
Использование различных разведений Ат для 
получения биочувствительной части иммуно- 
ферментного сенсора позволяет наблюдать раз­
личное по величине активирующее действие 
иммунного комплекса на ИХЭ (табл.З). При раз­
ведении Ат 1:10 активирующее действие выра­
жено слабо, что связано, возможно, с некоторы­
Наблюдаемые явления могут быть обусловле­
ны тем. что именно при данной концентрации 
Ат реализуются наиболее удобные пути для под­
хода субстрата к активным центрам, связанные 
с образованием соответствующей конформации 
фермента. Однако основной причиной, по-види­
мому. является дополнительное электростатичес­
кое взаимодействие молекул субстрата с компо­
нентами биоспецифического взаимодействия, 
поскольку Аг РІіВ характеризуется изоэлектри- 
ческой точкой 7.1 и в условиях эксперимента 
имеет общий отрицательный заряд, который мо­
жет перекрыть общие заряды фермента и Ат при 
образовании иммунного комплекса Ат-Аг. Ис­
пользуемый же субстрат ХЭ (БТХИ) имеет поло­
жительно заряженную катионную головку Все 
это может привести к участию дополнительных 
молекул субстрата в ферментативном процессе, 
что и отражается на увеличении аналитическо­
го сигнала при данном соотношении компонен­
тов биоспецифического взаимодействия.
ми препятствиями для подхода субстрата к ак ­
тивным центрам фермента вследствие образова­
ния на поверхности биочувствительной части 
сенсора иммунного комплекса. Уменьшение кон­
центрации Ат (разведение 1:20) позволяет наблю­
дать больший по величине активирующий эффект 
в более широком диапазоне концентраций.
При использовании разведения Ат 1:50 н а ­
блюдается более резкое снижение активирующе­
го действия иммунного комплекса, что может 
быть связано с уменьшением числа мест связы ­
вания Ат с Аг. При этом уменьшается возможность 
дополнительного электростатического взаимо­
действия молекул субстрата БТХИ с компонента­
ми биоспецифического взаимодействия, что и 
объясняет более узкий диапазон концентраций, 
в котором наблюдается активирующее действие 
иммунного комплекса.
Аналитические характеристики разработан­
ного ИФС для определения Аг Р/іВ представлены 
в табл. 4. Полученные результаты показывают, что 
линейная зависимость между величиной анали­
тического сигнала и концентрацией Аг Р/іВ со­
храняется в широком концентрационном диапа­
зоне. Показана возможность определения Аг Р/іВ 
с помощью разработанного ИФС. правильность 
результатов оценена методом “введено - найде­
но" (табл. 4).
Таблица 3
Область рабочих концентраций для определения антигена Phoma betae с помощью
иммуноферментного сенсора
Разведение Ат Область рабочих концентраций, 
мг/мл
Нижняя граница определяемых 
содержаний, мг/мл
1:10 5-10'11-1 Ю 6 1 1011
1:20 5-10'12 -8 Ю'5 М О -12
1:50 1-10'9-5-10'6 8-10'10
Таблица 4
Определение антигена Phoma betae с помощью иммуноферментного сенсора
(п=5; р=0.95)
Разведение Ат Введено, мг/мл Найдено, мг/мл S,
1:10 7-107 (6,7±0,2)-107 0,03
7 109 (7,3±0,3)-10'9 0,04
7-10"11 (7,5±0,6)-10" 0,08
1:20 7-106 (7,4±0,5)-106 0,0600<ь (7,2±0,4)-10'8 0,04
7 Ю -10 (7,3±0,5)-10‘1° 0,06
7-10" (6,9±0,6)Ю” 0,08
1:50 7-107 (6,8±0,5)-10‘7 0,07
7-1 O'8 (7,5±0,6)-10'8 0,08
В связи с тем, что в основе предлагаемого ва­
рианта иммуноанализа лежит образование им­
мунного комплекса на поверхности биочувстви- 
тельной части ИФС, определение констант свя­
зывания позволяет с количественной стороны 
оценить специфичность связывания антигена с 
антителом. Полученные с помощью графика 
Скэтчарда эффективные значения констант свя­
зывания составили Ка, = (4.9 ± 0.4)* 10'° моль 1 и 
Ка2 = (8.2 ± 0.3)* 10я моль*1, что свидетельствует о 
прочности образую щ ееся иммунного комплек­
са Ат-Аг.
Перекрестная реактивность антител являет­
ся одной из наиболее важных проблем при разра­
ботке селективного и чувствительного метода им­
муноанализа. Изучение перекрестной реактивно­
сти антител против антигена Р/іВ показало, что 
используемые Ат не взаимодействуют с антигена­
ми таких фитопатогенных грибов, как Altemaria 
tenuis. Cladosporium Herbarum Asper gillus fijmigatus 
и Phytophthora infestans. а также патогенных гри­
бов Candida albicans и Trichophyton rubrum
Полученные результаты были использованы 
для проведения количественного анализа Р/гВ в 
образцах корнеплодов и семян. Некоторые из по­
лученных результатов приведены в табл.5.
Таблица 5
Использование амперометрического иммуноферментного сенсора для определения 
грибковых антигенов Phoma betae в растительных образцах (п=5; р=0.95)
№ п/п Образец Видимые признаки 
заболевания
Найдено, мг/мл sr
1 Корнеплоды + (8,8±0,2)-10-7 0,02
2 моркови + (3.2±0,3)-104‘ 0,09
3 - (4,5±0,6)№-10 0,13
4 Семена моркови + (6,7±0,5)-10,0 0,07
5 Корнеплоды свеклы + (5,5±0,2)-10-7 0,04
6 + (7,1±0,6)-10-8 0,08
7 Семена свеклы - (4,9±0,3) 1010 0,06
8 - (4,5±0,5)-10'9 0,11
9 - (2,1±0,3)-1010 0,14
+ Наличие явных признаков грибкового заболевания:
Отсутствие видимых признаков грибкового заболевания.
Методика определения. Образцы клубней мор­
кови и свеклы промывали дистиллированной 
водой и на 12 часов помещали в 70 %-ный эта­
нол. Затем их высушивали при комнатной тем­
пературе и растирали до гомогенного состоя­
ния в фарфоровой ступке. Навеску полученного 
гомогената (0.8 -1.5 г) или образцы семян экстра­
гировали 0.75 %-ным раствором КС 1 из расчета 
10 мл на 1 г образца в течение 6 часов. Затем эк­
стракт отфильтровывали и фильтрат использова­
ли для анализа. В качестве стандарта использо­
вали незараженный образец. В мерную колбу на 
5 мл вводили 0,5 мл 1 • 10 3 моль/л раствора БТХИ.
0.5 мл полученного фильтрата и доводили до мет­
ки боратным буферным раствором с pH 9.05. Ра­
створ перемешивали и переносили в электрохи­
мическую ячейку с насыщенным каломельным 
электродом и ИФС. После удаления кислорода в 
течение 15 минут регистрировали осцилловольт- 
амперограмму в интервале потенциалов от - 0 .1 
до -1 .0  В (скорость наложения потенциала 1 В /с. 
непрерывный режим поляризации, треугольная
развертка потенциала). Измеряли высоту катод­
ного пика при потенциале -0.55 В. Неизвестную 
концентрацию находили по градуировочному 
графику зависимости тока от концентрации Аг 
PhB.
Из данных табл. 5 следует, что предлагаемый 
ИФС дает возможность определения Ar PhB на 
ранних стадиях развития заболевания, т.е. тог­
да. когда еще не наблюдается видимых пораже­
ний (см. табл. 5. позиции 3. 7). а также проводить 
оценку качества семян. Все это способствует сво­
евременному выявлению заболевания и дает воз­
можность принять меры для предотвращения 
дальнейшего развития заболевания.
Таким образом, разработанный вариант ИФА 
с помощью иммуноферментного сенсора позво­
ляет оценить степень поражения растений и сво­
евременно определить наличие Ar PhB в анали­
зируемых образцах. Этот вариант иммуноанали­
за с помощью ИФС сопоставим по своим возмож­
ностям с другими вариантами данного метода, 
однако выгодно отличается от них отсутствием
многостадийности, простотой выполнения, и как Работа выполнена при финансовой поддерж-
следствие всего этого, экспрессностью определе- ке Российского фонда фундаментальных иссле- 
ний. дований, проект№ 00-03-32389а.
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